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RESUMEN  
En el suelo habitan una gran cantidad de organismos que desarrollan diversas 
funciones ecológicas, muchas de las cuales son importantes para el crecimiento y 
desarrollo de las plantas. De estas especies menos del 1% han sido cultivadas o 
caracterizadas, siendo el suelo uno de los ecosistemas más diversos y menos 
estudiados del planeta. Para comprender y aprovechar los efectos favorables de los 
microorganismos del suelo, es necesario primero conocerlos y caracterizarlos. El 
presente estudio se realizó, con el objetivo de determinar si existen diferencias entre 
la diversidad y estructura de las comunidades microbianas del suelo en cultivos de 
cacao y café manejados de forma orgánica y convencional. El trabajo se llevó a 
cabo analizando 6 pares de muestras de suelo en los primeros 10 cm de la zona 
rizosférica, a partir de las cuales se extrajo el ADN metagenómico. Fragmentos de 
ADN ribosomal 16S (de bacterias) y de la región ITS (de hongos) fueron 
amplificadas por PCR, con cebadores universales. Además, mediante la técnica de 
DGGE se obtuvieron imágenes de los perfiles de diversidad. A partir de estos 
perfiles, se estimaron índices de diversidad y las estructuras de las comunidades 
bacterianas y fúngicas de las muestras, fueron comparadas usando análisis de 
agrupamiento jerárquicos. Los resultados obtenidos no muestran diferencias 
significativas a nivel de las comunidades microbianas ni tampoco en las 
propiedades físico-químicos entre los dos sistemas de manejo evaluados. 
 
PALABRAS CLAVES: DGGE, PCR, BACTERIAS, HONGOS, DIVERSIDAD Y 
COMPOSICIÓN MICROBIANA, RIZÓSFERA.  
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ABSTRACT 
 
Soils are populated by a large number of organisms that develop diverse ecological 
functions, many of which are important for plant growth and development. Of these 
species less than 1% have been cultivated or characterized, being the soil one of the 
most diverse and least studied ecosystems on the planet. To understand and take 
advantage of favorable effects of soil microorganisms, they must be described and 
characterizes first. This study was conducted to determine whether soil microbial 
communities differed in their diversity indexes and structure between organically and 
conventionally managed cocoa and coffee crops. Six pairs of soil samples collected 
from the top 10 cm of these crops root zone were analyzed. DNA was extracted from 
these samples and fragments of 16S bacterial ribosomal DNA and fungal ITS region 
DNA were amplified by PCR using universal primers. Afterwards, the PCR products 
were electrophoresed using DGGE. From the DGGE profiles diversity indexes were 
calculated and the structures of the communities in all the samples compared using 
hierarchical cluster analysis. No significant differences in diversity indexes, or 
explicative clusters were detected between the two management systems evaluated.  
KEY WORDS: DGGE, PCR, BACTERIUM, FUNGI, DIVERSITY AND MICROBIAL 
COMPOSITION, RIZOSPHERE. 
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1. INTRODUCCIÓN 
El cacao es un cultivo que tiene gran importancia histórica y económica para el 
Ecuador (Sotomayor 2011), considerándose como el producto de exportación más 
antiguo del país (Rosero 2002). Según la Asociación Nacional de Exportadores de 
Cacao, en el Ecuador se cultivan más de 500 000 ha de cacao, alcanzando las 
exportaciones ecuatorianas en el año 2015, 260 000 t de cacao en grano y 
productos derivados (ANECACAO 2015). El 90% de la producción de cacao en el 
Ecuador se realiza por pequeños y medianos agricultores (Sotomayor 2011). La 
Organización Internacional del Cacao (ICCO) menciona, que la última década se ha 
caracterizado por grandes fluctuaciones tanto en la producción como en la demanda 
de este rubro (ICCO 2010). 
Así mismo, según el Instituto de Promoción de Exportaciones e Inversiones 
(PROECUADOR), el Ecuador posee una gran capacidad como productor de café. De 
hecho, nuestro país se ha convertido en uno de los 17 países exportadores que 
producen las dos especies comerciales de café -arábigo y robusta- con una 
superficie total cultivada de 375 000 ha, correspondiendo el 62% al café arábigo y el 
38% a la producción del café robusta. Debido a su gran diversidad de ecosistemas, 
el cultivo de café se desarrolla en todas las regiones del Ecuador (PROECUADOR 
2013).  
Uno de los factores más importantes que afectan la productividad de los suelos 
agrícolas son las funciones llevadas a cabo por los microbios del suelo. Los 
microorganismos del suelo, como las bacterias, hongos, algas, protozoos y 
nematodos participan varios procesos, incluyendo  la descomposición de la materia 
orgánica, formación de humus, la transformación y el reciclaje de nutrientes, siendo 
vitales, en el mantenimiento de la productividad del suelo (Lin et al. 2004). La 
importancia del manejo de la microbiología del suelo para modular la fertilidad del 
mismo se conoce desde hace muchos años, mientras que su influencia en la 
calidad del suelo se ha enfatizado más recientemente (Visser y Parkinson 1992). 
Por otro lado, diversas funciones ecológicas proporcionadas por los 
microorganismos no han sido aún del todo comprendidas (Mocali y Benedetti 2010) 
y el conocimiento de las comunidades microbianas subterráneas sigue siendo 
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limitada (Heemsbergen et al. 2004) a pesar de su importancia para la función del 
ecosistema (Wardle et al. 2004). 
La estabilidad del funcionamiento de los ecosistemas se ha convertido en un 
problema cada vez más importante y urgente debido a la creciente pérdida de 
biodiversidad que surge como resultado de intensas actividades humanas como la 
agricultura (Ushio et al. 2013). Aunque el uso de fertilizantes químicos ha llevado a 
una mejora en la producción agrícola, varios efectos perjudiciales relacionados con 
la salud y el medio ambiente, entre ellos el suelo, se han asociado con este tipo de 
productos (Ejaz et al. 2004). Además, Acosta et al. (2007) mencionan que la calidad 
y manejo del suelo, genera cambios significativos sobre las comunidades 
microbianas del suelo. 
Entre los factores que participan en la formación del suelo podemos mencionar: 
precipitación, temperatura, viento, humedad y materia orgánica. La materia 
orgánica, según Jaramillo (2002), afecta las propiedades físico-químicas del suelo 
de diferente manera: 
Humedad: el contenido de humus en el suelo, mejora la infiltración, la actividad 
química y biológica del suelo y reduce las pérdidas de agua por evaporación. 
Color: el humus le transmite su color oscuro al suelo; este color aumenta la 
absorción de radiación facilitando su calentamiento, mejora la eficiencia de los 
procesos químicos y al desarrollo de organismos. 
Estructura: el humus favorece la formación de agregados, mejorando la aireación, 
porosidad, permeabilidad, infiltración, y desarrollo radicular; además, se reduce la 
erosión y la densidad aparente. 
pH: su valor puede disminuir al aumentar el contenido de humus. 
De este modo, el crecimiento y la actividad de los microorganismos dependen de 
varias propiedades del suelo que los alberga, incluyendo pH, conductividad 
eléctrica, textura, estructura, temperatura, contenido de agua del suelo, etc., y son 
indicadores sensibles de cambios en el suelo (Lin et al. 2004). 
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2.  JUSTIFICACIÓN 
Los microorganismos suelen ejercer una acción específica cuando se relacionan 
con una especie vegetal (Benítez et al. 2007). Además, la riqueza así como la 
abundancia de las comunidades microbianas presentes en el suelo dependen tanto 
del sistema de manejo como del tipo cultivo (Torsvik y Øvreås 2002). Para 
comprender y aprovechar los efectos favorables de los organismos del suelo es 
necesario primero conocer su identidad y caracterizar sus funciones. Pero además, 
este ecosistema encierra un gran potencial para el descubrimiento de agentes 
biológicos (organismos, genes, proteínas, metabolitos) de utilidad para la 
agricultura, medicina, biotecnología, remediación ambiental e industrias 
(Handelsman et al. 1998). 
Tradicionalmente los estudios de microbiología de suelos han utilizado técnicas de 
aislamiento y cultivo para identificar a los organismos que componen la biota del 
suelo y asociar funciones específicas a ellos (Daniel 2004). Sin embargo, la gran 
mayoría de los microorganismos son difíciles de cultivar por métodos tradicionales. 
Con esto se puede decir que, pese a ser uno de los ecosistemas más diversos del 
planeta, el suelo es uno de los menos estudiados (Daniel 2004). 
Adicionalmente, los recientes avances en taxonomía, ofrecen un nuevo enfoque 
para analizar la estructura de hongos y bacterias (May et al. 2001). Los perfiles de 
ADN generados a través del empleo de técnicas denominadas “moleculares” son 
generalmente más detallados, precisos y rápidos de obtener que los perfiles 
morfológicos, pues no requieren esporulación o cultivo, y pueden además detectar 
todos los estadios de vida de los microorganismos (Burgess et al. 2009). Por ende, 
la diversidad microbiana evaluada mediante enfoques morfológicos está siendo 
subestimada, en comparación con los resultados obtenidos a través de enfoques 
moleculares (Muyzer y Smalla 1998). En el Ecuador no se han publicado estudios 
relacionados con la composición, riqueza y diversidad de las comunidades 
microbianas de suelos de cultivos de cacao y café bajo sistemas de manejo 
orgánico y convencional. Esto debido principalmente al carácter no cultivable de una 
gran cantidad de microorganismos del suelo (Escalante, et al. 2004). 
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Por esta razón, es ventajoso utilizar técnicas moleculares, como la electroforesis en 
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés) que no 
requieren del aislamiento y cultivo previo de los microorganismos, para poder 
caracterizar las comunidades complejas de microorganismos que colonizan los 
suelos (Sabree 2009). 
3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo General 
- Determinar semejanzas y diferencias en la composición de comunidades 
microbianas en suelos de cultivos de cacao (Theobroma cacao.) y café (Coffea 
arabica) bajo sistemas de manejo orgánico y convencional. 
3.2 Objetivos Específicos 
- Determinar índices de diversidad de las comunidades microbianas que habitan en 
suelos de cultivos de cacao y café bajo sistemas de manejo orgánico y 
convencional. 
- Comparar la composición de las comunidades microbianas entre suelos bajo 
manejo de sistemas de manejo orgánico convencional.  
- Identificar las propiedades físicas en suelos de cultivos de cacao y café bajo 
sistemas de manejo orgánico y convencional. 
4. HIPÓTESIS 
Existen diferencias significativas en la composición de las comunidades microbianas 
en suelos con cultivos de cacao y café bajo sistemas de manejo orgánico y 
convencional. 
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5. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
5.1 Comunidades Microbianas del Suelo 
El suelo constituye un ecosistema muy diverso e importante en el planeta (Estrade 
et al. 2010) y además conforma un sistema complejo en equilibrio dinámico, que 
alberga una gran cantidad y diversidad de microorganismos, como bacterias, 
hongos, protozoos y algas (De Felipe Antón 2004, Suárez 2010, Hernández et al. 
2010). Se estima que en el suelo existen miles de especies organizadas en 
poblaciones y comunidades cuyo tamaño oscila entre los 100 y los 2.000 millones 
de individuos por gramo. Se ha estimado que dichas comunidades pueden contener 
aproximadamente 35.000 especies de bacterias y 1´500.000 especies de hongos, 
aunque sólo se han identificado entre un 8% y un 1% de estas respectivamente 
(Montaño et al. 2010). Los microorganismos, cumplen un rol fundamental en el 
subsistencia del suelo, pues participan en varios procesos en el ecosistema 
(Nogales 2005). Además, en la estimulación del crecimiento vegetal y supresión de 
ciertas enfermedades de las plantas (Higa y Parr 1994).  
Sin embargo, cerca del 99% de los microorganismos no son cultivables por métodos 
tradicionales y tan solo entre 0.001% y un 1% son cultivables (Torsvik y Øvreås 
2002, Nogales 2005). Por esta razón aún siguen habiendo importantes incógnitas 
que resolver en cuanto al conocimiento de la composición y estructura de las 
comunidades microbianas del suelo, los cambios que se producen en dichas 
comunidades en respuesta a diferentes factores ambientales y la funcionalidad de 
los diferentes tipos de microorganismos que integran la comunidad (Nogales 2005). 
Varios autores, como por ejemplo (Rucks et al. 2004) indican, que las propiedades 
físicas del suelo (forma, tamaño, color, temperatura, textura, humedad, porosidad y 
densidades) están directamente relacionadas con el desarrollo de las plantas, es 
por esto que las propiedades físicas de los suelos determinan la rigidez, la fuerza y 
facilidad de sostenimiento y penetración de las raíces, además de la aireación, 
capacidad de drenaje y de almacenamiento de agua, plasticidad, y retención de 
nutrientes del suelo. Por otro lado, se ha detectado que un suelo fértil es aquel que 
tiene concentraciones de nutrientes minerales en niveles apropiados para el 
crecimiento y desarrollo normal de las plantas, sin limitaciones de acidez, o de tipo 
físico (Bautista y Palacio 2005). 
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La composición de las comunidades microbianas del suelo, está determinada por 
factores ambientales como la temperatura, la humedad, la disponibilidad de O2 y el 
pH (Eilers et al. 2012). Los cambios en estos factores pueden dar origen a 
adaptaciones en grupos microbianos específicos, pero también pueden afectar sus 
propiedades funcionales (Waldrop y Firestone 2006). En la mayoría de los suelos, 
los factores edáficos, incluyendo el pH, los niveles de nutrientes, la cantidad y 
calidad de la materia orgánica del suelo, cambian con la profundidad de horizonte a 
horizonte  (Eilers et al. 2012, Rumpel y Kögel 2011). A medida que profundizamos 
también disminuye la biomasa microbiana (Blume et al. 2002, Šantrůčková et al. 
2010), y cambia la composición de la comunidad microbiana (Eilers et al. 2012). 
5.2 Microorganismos en la Rizósfera  
La rizósfera es un nicho ecológico único, que modula la composición y estructura de 
las comunidades microbianas asociadas a ella, a través de las interacciones de las 
plantas: exudados de la raíz, propiedades físicas y químicas del suelo, entre otros. 
(Mendes et al. 2013, Singh et al. 2004). Las sustancias orgánicas liberadas por las 
raíces sostienen la actividad metabólica de la biomasa microbiana; por lo tanto las 
comunidades microbianas en íntima asociación con las raíces son más activas, 
abundantes y diversas en comparación con  microorganismos que se encuentran en 
el suelo desnudo. Además, los microorganismos rizosféricos controlan importantes 
procesos en ciclos biogeoquímicos básicamente en el desarrollo en las platas y las 
protegen de microorganismos patógenos (Mendes et al. 2013, Marschner et al. 
2004). 
5.3 Comunidades Microbianas en Suelos Agrícolas  
5.3.1 Sistemas de Manejo Orgánico y Convencional. 
La demanda mundial de alimentos sigue en aumento, lo cual supone un desafío 
para mantener la fertilidad y la sostenibilidad del suelo (Figuerola et al. 2012). Sin 
embargo, las actividades antropogénicas en las tierras agrícolas causan 
alteraciones importantes en las características físicas, químicas y biológicas del 
suelo, afectando su productividad (Jangid et al. 2008). Las prácticas agrícolas no 
sostenibles han demostrado ser inadecuadas en muchos casos, causando 
considerables reducciones en la calidad del suelo (García et al. 2013). 
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Las comunidades microbianas del suelo, son indicadores muy sensibles y rápidos 
de perturbaciones y cambios en el uso de la tierra; de este modo, una descripción 
cuantitativa de la estructura y diversidad de las comunidades microbianas, es de 
gran interés como una herramienta fundamental para evaluar la calidad del suelo 
(Zelles 1999, Zornoza et al. 2009). 
La biota del suelo desempeña considerables funciones, teniendo efectos directos e 
indirectos en la calidad de los cultivos, ciclo de nutrientes y la sostenibilidad del 
suelo (Estrade et al. 2010). Además contribuye sustancialmente a la resistencia del 
agro ecosistema a la perturbación abiótica y al estrés (Brussaard et al. 2007). 
Higa y Wididana (1991), mencionan que la mayoría de los suelos con un alto 
contenido de materia orgánica generalmente están colonizados por comunidades 
numerosas de microorganismos, tanto benéficos como dañinos. No obstante, el 
excesivo e incorrecto uso de pesticidas y fertilizantes sintéticos característicos de la 
agricultura convencional  han afectado la microbiota del suelo, alterando 
significativamente sus características (Perez y Landeros 2009). Por las razones 
anteriormente mencionadas, se ha visto a la agricultura orgánica como una posible 
alternativa a la agricultura convencional de manera sostenible y sustentable (Higa y 
Parr 1994).  
5.3.2 Estudios Relacionados 
Gupta et al. (2014), indican que existe una relación directa entre la rizósfera del 
cultivo de cacao y Pseudomonas putida, una bacteria del suelo gram-negativa con 
capacidad para degradar compuestos aromáticos y heterocíclicos, tales como la 
nicotina, benzoato, y fenilalanina. Así, afirman que un gran número de genes se 
relacionan con el metabolismo de carbohidratos, la respuesta al estrés, la motilidad 
y la quimiotaxis y el metabolismo de compuestos aromáticos que ayuda en el 
crecimiento de las plantas de cacao. 
En un estudio reciente, Caldwell et al. (2015) mencionan que en la agricultura 
intensiva, ecológica y de transición, el suelo de la rizósfera asociado con las plantas 
de café, contiene un grupo muy diverso de procariotas y miles de especies a nivel 
de OTU. Sin embargo, Orr et al. (2012) indican que el manejo de la fertilidad parece 
tener poco impacto sobre las comunidades bacterianas diazotróficas y totales.  
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Por otro lado, las comunidades de bacterias del suelo varían según la estación 
climática en la que se encuentren, presentando cambios en su composición y 
diversidad (Bevivino et al. 2014). 
5.4 Herramientas Moleculares para el Estudio de la Biodiversidad del Suelo 
Actualmente, se cree que solo el 1% de la diversidad microbiana se ha revelado, ya 
que no todos los microorganismos presentes en la naturaleza son cultivables 
mediante técnicas clásicas. De hecho, según algunos autores la diversidad genética 
y el potencial biotecnológico de la mayoría de los microorganismos no se revelan 
mediante enfoques microbiológicos convencionales (Bürgmann et al. 2001). 
Los métodos moleculares pueden obviar la necesidad de cultivo celular, y por lo 
tanto capturar la información genética de la comunidad microbiana total (Cottrell 
et al. 2005). Dado que los factores abióticos y bióticos de cada hábitat varían 
espacial y temporalmente, se necesita un método molecular de extracción de ADN 
que sea ampliamente aplicable y, sin embargo, estandarizado para permitir 
comparaciones relativas. 
Las técnicas moleculares son cuantitativamente fiables y se reduce el tiempo para 
caracterizar las comunidades microbianas del suelo (Hussey et al. 1972). El método 
molecular más común para el análisis de las comunidades microbianas está basado 
en el estudio de los genes ribosomales 16S rRNA para bacterias y la región ITS 
para hongos (Tringe y Hugenholtz 2008). Estos marcadores moleculares 
constituyen el blanco más adecuado para el diseño de cebadores para el estudio de 
la diversidad, mediante amplificación por PCR (del inglés Polymerase Chain 
Reaction), ya que estos genes están presentes en los microrganismos, y son útiles 
para la clasificación taxonómica (Suárez 2010). El estudio consiste en la extracción 
de ADN metagenómico directamente del suelo (Castillo et al. 2016), el cual se usa 
como molde para la amplificación, por PCR de los genes ribosomales existentes en 
la muestra (González y Fierro 2009). No obstante, éstas técnicas pueden incluir 
algunos sesgos a nivel de la extracción de ADN y la amplificación por PCR debido, 
por ejemplo, a la formación de quimeras y la amplificación inespecífica de otras 
regiones “blanco” del genoma de los microorganismos (Wintzingerode et al. 1997). 
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Por otro lado, los métodos basados en la secuenciación de alto rendimiento son 
ampliamente utilizados hoy en día para estudiar las comunidades microbianas. 
Aunque estos enfoques son superiores a los métodos tradicionales, pueden 
introducir sesgos durante sus fases experimentales y de análisis bioinformático 
(Lazarevic et al. 2013). 
La Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en 
inglés) es una técnica rápida y sencilla que proporciona información relativamente 
precisa sobre la estructura, riqueza y diversidad de las comunidades microbianas 
que colonizan los suelos y es útil para seguir la evolución espacial y temporal de 
dichas comunidades y su respuesta a cambios físico-químicos y nutricionales 
(Cornejo et al 2014).  
Mediante esta técnica se pueden determinar los índices de diversidad, como 
riqueza y abundancia de comunidades microbianas, entendidos como el número de 
especies presentes y el número de individuos que representan a cada especie 
respectivamente (González 2012). 
La técnica de DGGE se basa en la separación electroforética de moléculas de ADN 
del mismo tamaño pero con diferente secuencia de nucleótidos. Esta separación 
depende de las diferencias en la composición de nucleótidos, y de la concentración 
de los agentes desnaturalizantes (urea y formamida) presentes en los geles de 
poliacrilamida, la cual influye en la temperatura de fusión de los fragmentos de ADN 
(Ferris et al. 1996). De esta forma, las moléculas se desnaturalizan total o 
parcialmente disminuyendo su velocidad de migración en el gel, resultando la 
aparición de diferentes bandas (Kisand et al. 2005). Cada una de estas bandas, 
corresponde a una unidad taxonómica operativa (OTU), que potencialmente 
representa a una población microbiana diferente (= especie) presente en la 
comunidad (Shannon et al. 2002). 
Sin embargo la  técnica de DGGE también presenta desventajas ya que solamente 
puede detectar poblaciones que representen al menos el 1% del total de células 
presentes en una comunidad, es decir  solo  las especies dominantes (Muyzer 
1999). 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1 Sitios de Muestreo y Recolección de Muestras 
Se seleccionaron 6 pares de sitios de muestreo correspondientes a campos de 
cultivos de cacao y café, siendo 3 pares bajo manejo orgánico y 3 pares bajo 
manejo convencional respectivamente. Cada par de cultivos fueron ubicados lo más 
cercano uno del otro  para minimizar variaciones ambientales y edáficas. Los sitios 
estuvieron distribuidos entre las provincias de Azuay y Guayas como se indica en la 
Figura 1. En cada sitio de muestreo, se seleccionó una planta al azar, tomándose 
100 g de suelo de la zona radicular del cultivo. Las muestras fueron transportadas 
en hielo hasta llegar al laboratorio, dónde se las almacenó a -20 °C hasta su uso.  
 Figura 1 Localización de los sitios de muestreo.  
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6.2 Análisis Molecular 
6.2.1 Extracción de ADN Metagenómico 
El ADN metagenómico de las muestras colectadas fue extraído usando el kit de 
extracción de ADN de suelos Powersoil® DNA isolation kit (Mobio, Carlsbad, CA, 
EE.UU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se verificó la 
calidad de la extracción de ADN metagenómico mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1% con amortiguador TAE 1X. Además, para cargar el gel se utilizó 1 μl 
de SYBER GREEN™, 1 μl de Blue Juice™ 10X y 5μl de ADN metagenómico. El 
ambiente de separación fue en 90 voltios por 30 minutos; seguidamente, se 
procedió a visualizar el ADN metagenómico extraído y purificado en un foto 
documentador (E-Gel® Imager System, Invitrogen) y por último se almacenaron las 
muestras de ADN metagenómico a -4 °C hasta su uso.  
6.2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Para el análisis de diversidad bacteriana y fúngica por DGGE, el ADN 
metagenómico fue amplificado por PCR utilizando cebadores universales que 
amplifican regiones correspondientes a los genes ribosomales: 16S (en el caso de 
bacterias) e ITS (en el caso de hongos). El gen ADNr 16S, se amplificó con los 
cebadores F968 (5’-GC-CGC CCG CGC CCC GCG CCC GGC CGC CCC CGC 
CCC AAC GCG AAG AAC CTT AC) y 1401R (5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3). La 
región ITS del genoma de hongos se amplificó en dos etapas de PCR (PCR 
anidada). En la primera etapa, se utilizaron los cebadores: ITS1F (5'-CTT GGT CAT 
TTA GAG GAA GTA A-3') y ITS4 (5-'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') y para la 
segunda etapa ITS1FGC (5' - CGC CCG CGC GCG GGC GGG GCG GGG GCA 
CGG GGG GCT TGG TCA TTT AGA GGA AGT AA -3') e ITS2 (5' - GCT GCG TTC 
ATC GAT GC-3'). Para la amplificación por PCR se utilizó una premezcla (Platinum 
PCR Supermix, Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante usando un 
volumen de reacción de 25 µl. Las condiciones de amplificación se muestran en la 
Tabla 1. 
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Tabla 1: Fases térmicas tiempo y ciclos de PCRs en 16 S, ITS e ITS anidada. 
 
6.2.2.1 PCR Bacterias (gen ADNr 16S) 
El ADN metagenómico extraído se utilizó para la amplificación por PCR al gen ADNr 
16S que codifica la región variable V6 y V8 que mide aproximadamente 1400 pb. 
Para su amplificación se utilizó el kit comercial Platinum® PCR SuperMix para un 
volumen de 50 μl (Tabla 2).  
 
 
 
 
 
Periodos Fase Temperatura °C Tiempo ‘’ Ciclos Regiones 
Desnaturalización Inicial 16 240  
16S 
Wu et al. 
(2013) 
Desnaturalización - 94 45 30 
Hibridación - 55 75  
Polimerización - 72 60  
Extensión Final 72 300  
Desnaturalización Inicial 94 300  
ITS 
Liu et al. 
(2015) 
Desnaturalización - 
94 
dismin.1°C/ciclo 
30 10 
Hibridación - 65 30  
Polimerización - 72 30  
Polimerización - 94 30 25 
Polimerización - 55 30  
Polimerización - 72 30  
Extensión Final 72 420  
Desnaturalización Inicial 94 240  
ITS 
ANIDADA 
Wu et al. 
(2013) 
Desnaturalización - 94 45 30 
Hibridación - 55 75  
Polimerización - 72 60  
Extensión Final 72 300  
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Tabla 2: Concentración y volumen para PCR de gen 16S - 50 µl. 
 
 
 
 
 
 
6.2.2.2 PCR Hongos (Región ITS) 
También se utilizó el ADN metagenómico aislado para la amplificación de la región 
ITS en hongos mediante Touchdown PCR Se utilizaron cebadores antes 
mencionados que amplifican una región de aproximadamente 1400pb. Las 
concentraciones y volúmenes a añadir por cada reacción de 20 µl (Tabla 3). 
Tabla 3: Concentración y volumen para PCR región ITS- 20 µl. 
REACTIVOS CONCENTRACIÓN 
Buffer 1x 
MgCl2 2.5 mM 
dNTPs 0.5 mM 
Primers ITS1F 0.2 μM 
Primers ITS4 0.2 μM 
Taq_polimerasa 1U 
Agua Ultrapura - 
ADN 1 
 
A partir del producto de la primera amplificación se realizó un segundo PCR (PCR 
anidado) utilizando los cebadores ITS2 e ITS1FGC, descritos anteriormente. El 
volumen final para cada reacción fue de 50 μl (Tabla 4). 
 
 
 
REACTIVOS CONCENTRACIÓN 
Platinum® PCR SuperMix 1x 
Primers F968GC 0.2 μM 
Primers 1401R 0.2 μM 
Agua Ultra pura - 
ADN metagenómico < 500 ng 
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Tabla 4: Concentración y volumen - PCR región ITS anidada-50 µl 
REACTIVOS CONCENTRACIÓN  
Buffer 1x 
MgCl2 2.5 mM 
dNTPs 0.5 mM 
Primers ITS1FGC 0.2 μM 
Primers ITS2 0.2 μM 
Taq_polimerasa 1U 
Agua Ultra pura 100 µl 
ADN de 1ra PCR 1 µl 
 
Los productos de amplificación por PCR del gen ADNr 16S y la región ITS, fueron 
verificados para su longitud y especificidad mediante empleo de electroforesis en 
geles de agarosa al 1% con buffer TAE 1X. Para cargar los carriles del gel se utilizó 
1 μl de SYBER GREEN, 1 μl de Blue Juice 10X y 5μl de ADN metagenómico. El 
ambiente de separación fue de 90 voltios por 30 minutos, por último se foto 
documentó los geles mediante el uso de un transiluminador E-Gel® Imager System. 
Figura 3, figura 4 y Figura 5, respectivamente. 
6.2.3 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE) 
Los productos amplificados de la región ITS fueron sometidos a electroforesis en gel 
de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante, usando un protocolo previamente 
optimizado, con un gradiente desnaturalizante de 20-35% de urea y formamida con 
una concentración de acrilamida al 8%. De forma similar, los productos amplificados 
de la región 16S, también fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida 
con gradiente desnaturalizante 35-55% al 7% de acrilamida. Para la corrida 
electroforética en ambos casos se preparó y ensambló el equipo DCode™ Universal 
Mutation Detection System (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones descritas por 
(Zwart y Bok 2004). 
Preparado el equipo, se procedió a cargar en el gel las muestras de ADN 
amplificado con sus respectivos marcadores; para esto se hizo una mezcla de 
3μl  de Bluejuice 6X con 15μl  de ADN en un tubo de microcentrífuga de 1,5ml. Para 
la corrida electroforética se inició con 15 minutos a 60 °C con 100 voltios, seguido 
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de esto se continuó en un ambiente con 60 °C a 80 voltios por 14 horas. Terminada 
la corrida electroforética, los geles fueron teñidos utilizando  SYBER Green 2x en 
tampón TAE 0.5X durante 30 minutos, a temperatura ambiente y en la oscuridad. 
Finalmente se visualizó las imágenes con un foto-documentador y transiluminador 
Molecular Imager® Gel Doc™XR. 
Luego de la electroforesis, los geles fueron digitalizados para su análisis. A partir de 
las imágenes obtenidas, se determinaron índices de diversidad de unidades 
taxonómicas operacionales (OTUs): riqueza, abundancia relativa e índice de 
Shannon, empleando los programas PyElph y GelAnalyzer. 
A partir de los resultados de los sitios muestreados se compararon las estructuras 
de las comunidades bacterianas y fúngicas de suelos orgánicos con suelos 
convencionales, usando un análisis jerárquico. 
6.2.4 Índices de Diversidad  
Se determinaron los índices de diversidad en función de la riqueza de especies (S) 
la misma se detalla como el número de diferentes organismos presentes en una 
determinada muestra (número de bandas en DGGE) es decir, S = N° de bandas 
detectadas. Además, está en función del Índice de Shannon, la misma que se 
calcula en base a las bandas de los perfiles obtenidos en DGGE, tomando el 
número y la intensidad relativa de las bandas en una línea individual, es decir, H`= - 
∑Pi Ln Pi, donde Pi es la intensidad relativa de las bandas en un perfil. 
Finalmente toma en cuenta la equitabilidad, esta medida expresa qué tan similar es 
la abundancia de diferentes especies. Se calcula a partir del índice de riqueza de 
especies (S) y el índice de Shannon (H) según la siguiente ecuación: E = H / Ln (S) 
(Cedeño 2005). 
6.2.5 Comparación de las Comunidades Microbianas 
Las semejanzas y/o diferencias de los perfiles genéticos se analizaron en el 
software PyElph, del cual se obtuvo los dendogramas de agrupamiento jerárquico 
de enlaces promedio no ponderado, tanto para hongos como para bacterias con los 
diferentes formatos de clasificación jerárquica UPGMA, WPGMA, SINGLE 
LINKAGE, COMPLETE  LINKAGE y NEIGHBOR JOINING. 
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6.3 Determinación de las Propiedades físico-químicas de los Suelos. 
Para determinar las propiedades físico-químico de los suelos, se tomó una muestra 
de suelo por planta, usando un cilindro de acero de volumen conocido en los 
primeros 10 cm de suelo en la zona rizosférica de la planta; Estas muestras fueron 
posteriormente trasladadas al laboratorio de suelos de la Universidad de Cuenca 
donde se determinó su textura, estructura, densidad aparente, densidad real, pH, 
conductividad eléctrica, porosidad, % de materia orgánica, carbono orgánico y la 
capacidad de retención de humedad de acuerdo a los métodos que se indican en la 
Tabla 5. 
Tabla 5: Metodología empleada en los análisis físicos de los suelos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variable Método Fuente 
Textura Hidrómetro de Bouyoucos 
Promas - 
Universidad de 
Cuenca (s.f.) 
Estructura Morfológico FAO (2009) 
Densidad 
aparente mgm-3 
Cilindro FAO (2009) 
Densidad real Picnómetro 
García et al. 
(2009) 
pH Potenciómetro 
Torres et al. 
(2001) 
Conductividad 
eléctrica 
Dilución 
Torres et al. 
(2001) 
Porosidad % Ecuación Silva et al. (2000) 
Materia 
Orgánica % 
Ignición 
Schumacher 
(2002) 
Carbono 
orgánico 
Ecuación 
Schumacher 
(2002) 
Capacidad de 
Retención de 
Humedad % 
Saturación Silva et al. (2000) 
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6.4 Análisis Estadístico 
El análisis estadístico tanto de la composición y diversidad de las comunidades 
microbianas como las propiedades físico-químicas del suelo, se realizaron utilizando 
el software IBM SPSS Statistics 22.0 mediante la prueba paramétrica de t de student 
(t) con un valor de p= ≤ 0,05, para obtener valores significativos o no de los datos.   
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7. RESULTADOS 
7.1 Resultados en Análisis Molecular 
7.1.1 Extracción de ADN Metagenómico 
Se obtuvo ADN metagenómico en cantidad y calidad adecuada para su 
amplificación y posterior análisis por DGGE. En la figura 2 se observa claramente la 
presencia de las bandas del ADN metagenómico sin fragmentación, extraído de las 
12 muestras de suelo. Además, se muestra el ADN metagenómico del control 
positivo y la ausencia de contaminación con ADN  en el control negativo. 
 
Figura 2: Bandas de ADN metagenómico. 
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7.1.2 Amplificación – PCR 
El ADN fue amplificado por PCR utilizando cebadores universales indicados 
anteriormente, obteniéndose fragmentos de la longitud esperada tanto para las 
amplificaciones de la región 16S de bacterias con aproximadamente (700pb) (figura 
3) como también (250pb) de la región ITS de hongos (figura 5). 
 
Figura 3: Productos de amplificación por  PCR de la región 16S (bacterias) en gel de 
agarosa 1% (w/v). 
 
Figura 4: Productos de la primera amplificación por  PCR de la región ITS en gel de agarosa 
1% (w/v). 
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Figura 5: productos de la segunda amplificación por PCR de la región ITS en gel de 
agarosa 1% (w/v). 
En los productos de amplificación de la región ITS se visualiza que en la muestra de 
café-convencional-Guachapala no existe amplificación, de este modo se procedió a 
realizar una segunda PCR con esta muestra para poder confirmar su amplificación.  
7.1.3 Gel con Gradiente Desnaturalizante  
El perfil de diversidad en bacterias con gradiente desnaturalizante 35-55% (urea y 
formamida) al 7% de acrilamida fueron claramente observadas en todos los pocillos, 
obteniéndose bandas definidas, de alta intensidad y buena distribución en el gel. 
Algunas bandas están presentes en todas las muestras analizadas, mientras que 
otras solo están en una (o pocas) muestras. Por otra parte, se destaca la presencia 
de bandas muy intensas, mientras que otras son mucho más tenues (Figura 6). Esta 
imagen fue analizada en los softwares PyElph y GelAnalizer calculando su 
diversidad, riqueza e índices de equitatividad (Tabla 6). 
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Figura 6: Perfil de diversidad del gen 16S ADNr, con gradiente desnaturalizante 35-55%. 
org= orgánico conv= convencional M= marcador 
En el perfil de diversidad en hongos con gradiente desnaturalizante 20-35% (urea y 
formamida) al 8% de acrilamida, se obtuvo una visualización clara de los perfiles en 
casi todos los carriles del gel, excepto en la muestra de café orgánico Yunguilla 2, 
esta ausencia de bandas se le atribuye a un error humano; por esta razón, se le 
excluye del análisis posterior sugerido. Con las muestras con presencia de bandas 
definidas, se observa alta intensidad y buena distribución en los carriles del gel. Al 
igual que en el otro gel, algunas bandas están presentes en todas las muestras 
analizadas, mientras que otras solo están presentes en una (o pocas) muestras. Por 
otra parte, se destaca la presencia de bandas muy intensas, mientras que otras son 
mucho más tenues. Esta imagen fue analizada en los softwares PyElph y 
GelAnalizer calculando su diversidad, riqueza e índices de equitatibilidad (Tabla 7). 
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Figura 7: Perfil de diversidad de la región ITS (hongos) con gradiente desnaturalizante 20-
35% 
7.2 Índices de Diversidad 
Se realizó el análisis estadístico para determinar los índices de diversidad (riqueza, 
Shannon y equitabilidad) de las comunidades microbianas que habitan en suelos de 
los cultivos de cacao y café bajo sistemas de manejo orgánico y convencional, 
mediante la prueba t determinando si existen diferencias significativas en las medias 
para diversidad de acuerdo al manejo orgánico y convencional, con un nivel de 
significancia de 0.05. 
En cuanto a la riqueza (S) de especies de bacterias, se obtuvo un valor medio de 
11.17 ± 1.08 para el manejo convencional y 9.83 ± 0.95 para el manejo orgánico; de 
los cuales, en 4 pares de 6 pares totales la riqueza fue mayor en los cultivos 
convencionales y en los 2 pares restantes la riqueza fue mayor en los cultivos 
orgánicos (Tabla 6). En cuanto a los valores medios de Shannon (H), oscilaron 
entre 2.30 ± 0.10 para cultivos convencionales y 2.21 ± 0.10 para cultivos orgánicos. 
Para los valores de equitabilidad fue de 0,97 ± 0.01 para los cultivos convencionales 
y 0.98 ± 0.01  para los cultivos de manejo orgánico; resultando no ser 
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significativamente diferentes en índices de Shannon y equitabilidad en los dos 
sistemas de manejo (Tabla 6). 
De acuerdo a los valores obtenidos en la prueba paramétrica de t, se determina que 
los índices de riqueza (p = 0.374), Shannon (H) (p = 0.504) y equitabilidad (p = 
0.233) de la región 16S (bacterias) no son significativamente diferentes en los dos 
sistemas de manejo (Tabla 6). 
Además, se analizó en Bacterias los valores de riqueza (S), con una media de 12.33 
± 1.12 para el manejo convencional y 11.00 ± 1.26 para el manejo orgánico, 
observándose que, 3 pares tienen mayor riqueza en cultivos convencionales, 1 par 
tuvo valores iguales y en 1 par fue mayor la riqueza en los cultivos de manejo 
orgánico (Tabla 7). Los valores de Shannon (H), fueron de 2.41 ± 0.13 y 2.32 ± 0.13 
para cultivos convencionales y orgánicos, respectivamente. El índice de 
equitabilidad fue de 0.97 ± 0.01 para el manejo convencional y 0.98 ± 0.01  para el 
manejo orgánico (Tabla 7).  
Los índices de diversidad en riqueza (p = 0.448), Shannon (p = 0.632) y 
Equitabilidad (p = 0.685) de los perfiles de diversidad de la región ITS, tampoco 
mostraron diferencias estadísticamente significativas. 
Con la información obtenida en el análisis de diversidad este este estudio, se 
observa que no existen diferencias estadísticamente significativas.  
Existe diferencia entre los valores numéricos y las medias obtenidas en los índices 
de diversidad, sin embargo, no son relevantes para afirmar con significancia 
estadística, que el manejo orgánico posee mayor o menor diversidad de hongos y 
bacterias en comparación al manejo convencional. 
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Tabla 6: índices de Diversidad en Bacterias (16S) Riqueza (S), Índice de Shannon (H) e 
Índices de Equitabilidad de Shannon (EH). 
 
Tabla 7: índices de Diversidad en Hongos (ITS) Riqueza (S), Índice de Shannon (H) e 
Índices de Equitabilidad de Shannon (EH). 
 
7.3 Índices de Composición 
El análisis de composición en los cultivos de cacao y café bajo los dos sistemas de 
manejo, se reveló mediante los métodos de clasificación jerárquica del software 
PyElph 1.4 tales como UPGMA, WPGMA, SINGLE LINKAGE, COMPLETE 
LINKAGE y NEIGHBOR JOINING, observándose agrupamientos no definidos de las 
comunidades microbianas del suelo, es decir, no se asociaron dependiendo del 
manejo, si no independientemente de estos (Figuras 8 y 9).
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7.3.1 Dendogramas de Agrupamiento: 16 S – ITS 
  
   a)                                                               b)                      .                                          c)                                                          
 
                      d)                                                                        e) 
Figura 8: Dendogramas de bacterias (16S) a) UPGMA b) WPGMA c) Single Linkage d) Neighbour Joining e) Complete Linkage. 
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  a)                                                      -               b)                                                               c)          
   
                                      d)                                                                          e) 
 
Figura 9: Dendogramas en hongos (ITS)  a) UPGMA b) WPGMA c) Single Linkage d) Neighbour Joining e) Complete Linkage.
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7.4 Análisis Físicos de los suelos 
En los análisis físico-químicos de los suelos de los cultivos de cacao y café bajo los 
dos sistemas de manejo, tampoco presentaron diferencias estadísticamente 
significativas, de este modo se reportan los valores medios del pH con 6.05 ± 0.23 
para el manejo convencional y 6.40 ± 0.12 para el manejo orgánico. En la 
conductividad eléctrica se obtuvieron valores medios de 0.12 ±0.01 tanto para el 
manejo orgánico y convencional. Para la densidad aparente se obtuvieron valores 
medios de 1.23±0.04 para convencional y 1.18±0.07 para el manejo orgánico y para 
la densidad real; 2.31±0.05 para el convencional y 2.01±0.05 para el orgánico. 
 En el porcentaje de la materia orgánica (MO%) se determinó valores para las 
medias de 7.85±0.81 para el convencional y 9.80±0.96 para el manejo orgánico, 
observándose la existencia de valores altos de materia orgánica en los dos sistemas 
de manejo de suelos.  
Además, se obtuvieron valores medios para el carbono orgánico, teniendo 5.35±1.23 
para en manejo convencional y 6.31± 0.76 para el manejo orgánico. De la misma 
forma para la capacidad de retención de humedad de los suelos se obtuvieron 
valores medios de 48.50±1.31 para el convencional y 51.66±2.60 para el 
convencional. Para el porcentaje de la porosidad se determinaron valores medios 
para el manejo convencional y orgánico de 48.72±1.25 y 51.51±2.53 
respectivamente (Tabla 8). 
En la textura de los suelos 4 de 6 muestras se observa la presencia del tipo Arenoso 
francoso y 2 de 6 de tipo franco arenoso en los suelos convencionales. En los suelos 
orgánicos 4 de 6 muestras se observa del tipo Franco arenoso, 1 de 6 muestras de 
tipo Arenoso francoso y 1 de 6 muestras de tipo arenoso. Para la estructura de los 
suelos en la clasificación por su forma se obtuvo de 4 de 6 de tipo Bloque y 2 de 6 de 
tipo bloque granular para los dos sistemas de manejo (Tabla 8). 
La prueba de t muestra los valores de p estadísticamente no significativos para las 
variables físico-químicas en comparación con los dos manejos, obteniendo para el 
pH (p = 0.22), conductividad eléctrica: (p = 0.88), Densidad aparente (p = 0.58), % de 
materia orgánica (p = 0.15), % de carbono orgánico (p = 0.52), capacidad de 
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retención de humedad (p = 0.30), y para el %de porosidad (p = 0.35) excepto en la 
Densidad real que muestra un valor (p = 0.01).  
Tabla 8: Análisis físico-químico en los cultivos de cacao y café en suelos bajo manejo 
orgánico y convencional. 
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pH 5.71 5.48 6.07 5.58 6.67 6.82 6.05 ±0.23 pH   
0.22 Ce 0.09 0.11 0.15 0.15 0.14 0.13 0.12 ±0.01 
Da 1.13 1.36 1.13 1.23 1.24 1.27 1.23 ±0.04 Ce  
0.88 Dr 2.50 2.36 2.38 2.20 2.31 2.14 2.31 ±0.05 
MO % 6.70 5.80 7.80 6.90 8.50 11.40 7.85 ±0.81 Da  
0.58 C O % 3.90 3.40 4.50 4.00 4.90 11.40 5.35 ±1.23 
CRH % 52.00 44.00 52.00 46.00 48.00 49.00 48.50 ±1.31 Dr  
0.01 P % 52.07 44.60 52.30 46.33 48.58 48.47 48.72 ±1.25 
Estr. Bq Bq Bq-g Bq Bq Bq-g 
  
  
Text. A-f A-f A-f A-f F-a F-a      
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pH 6.34 6.49 6.60 6.82 6.00 6.15 6.40 ±0.12 MO%  
0.15 Ce 0.12 0.14 0.11 0.12 0.13 0.14 0.12 ±0.01 
Da 0.91 1.05 1.28 1.27 1.30 1.29 1.18 ±0.07 C O%  
0.52 Dr 1.86 1.94 2.13 2.00 2.21 1.94 2.01 ±0.05 
MO % 12.40 11.60 5.80 10.70 9.30 9.00 9.80 ±0.96 CRH  
0.30 C O % 7.20 6.70 3.40 6.20 5.40 9.00 6.31 ±0.76 
CRH % 62.00 54.00 45.00 53.00 51.00 45.00 51.66 ±2.60 P%  
0.35 P % 61.72 53.37 45.38 52.94 50.78 44.87 51.51 ±2.53 
Estr. Bq Bq Bq-g Bq Bq Bq-g 
  
  
Text. F-a F-a A F-a F-a A-f      
 
Da. (Densidad aparente), Dr. (Densidad real), %P (Porosidad), pH (Potencial de hidrógeno) 
C.E (Conductividad Eléctrica), %M.O (Materia orgánica), %C.O (Carbono orgánico), %CRH 
(contenido de humedad) %  A (Arenoso), F-a (Franco arenoso) A-f (Arenoso francoso) Bq 
(Bloque) Bq-g (Bloque-granulado). 
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8.  DISCUSIÓN 
Los resultados obtenidos no muestran valores estadísticamente significativos, ya sea 
en la diversidad y composición de la vida microbiana (Hongos y Bacterias) ni 
tampoco en las propiedades físico-químico del suelo. Se especula que no solo el tipo 
de manejo del suelo está directamente relacionado con la diversidad de los 
microorganismos, si no que existen además otras variables que no se han tomado 
en cuenta para la investigación. 
Muchas investigaciones en el área de diversidad y composición de las comunidades 
microbianas, han llevado a cabo con la técnica molecular de DGGE siendo un 
método altamente sensible y relativamente reproducible, ya que consta de varias 
etapas experimentales cuyo resultado final es la obtención de un patrón de bandas 
que representa la huella molecular de la muestra analizada. Es ideal para realizar 
estudios preliminares de diversidad microbiana, como el antecedente para un estudio 
posterior más detallado. Sin embargo existen algunas limitaciones en esta técnica 
(Fernández y Le 1987), limitando que el número máximo de bandas de ADN que 
puedan separarse, es decir, puede detectar poblaciones que representen al menos 
el 1% del total de células presentes en una comunidad, es decir  solo  las especies 
dominantes (Muyzer et al. 1993), ocasionado por la  micro heterogeneidad en las 
secuencias de algunos genes, como ocurre con la secuencias ribosomales (Clayton 
et al. 1995). 
Este estudio se ha llevado a cabo mediante el uso de la herramienta molecular 
conocida como DGGE, para determinar la diversidad y composición de bacterias y 
hongos en cultivos de cacao y café bajo dos sistemas de manejo. Obteniéndose 
resultados con diferencias estadísticamente no significativos. Los resultados de esta 
investigación concuerda con los que obtuvieron (Shannon et al. 2002), los mismos 
que encontraron que las diferencias en las comunidades microbianas en suelos con 
tendencias orgánicas y convencionales, fueron leves y que en muchos de los 
parámetros físicos analizados no se encontraron diferencias significativas. Otros 
investigadores también han reportado, que el manejo orgánico influenció fuertemente 
en la actividad de las enzimas del suelo, pero no ejerció un efecto importante en las 
comunidades microbianas (Bowles et al. 2014).  
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Además, otro estudio ha reportado que la biodiversidad en porcentaje de cobertura 
para sistemas de manejo orgánicos y sistemas de manejo convencional fueron 
65,1% y 65,8%, respectivamente, dando que la riqueza de especies y el índice de 
dominancia observadas en orgánico y convencional no fueron significativamente 
diferentes (Pershina et al. 2015). 
Por otro lado, también se han reportado diferencias significativas dentro de las 
comunidades microbianas del suelo, cuando éste se somete a distintos tipos de 
manejo. Por ejemplo, Hartmann et al. (2014) afirman que en la agricultura orgánica 
aumentó la riqueza de la microbiota del suelo en comparación con los suelos 
manejados convencionalmente bajo fertilización exclusivamente mineral. De manera 
similar, Reganold et al. (2010) mencionan que en los suelos de cultivos de fresa bajo 
manejo orgánico, la diversidad genética también fue significativamente mayor a los 
suelos bajo manejo convencional.  
En el presente estudio no encontramos diferencias estadísticamente significativas 
entre las comunidades microbianas evaluadas, posiblemente se le puede atribuir a la 
ausencia de laboreo en los suelo bajo los dos sistemas de manejo estudiados. En 
efecto, cuando la labranza es mínima, los residuos vegetales quedan en la superficie 
del suelo, lo que favorece la proliferación de hongos en los primeros milímetros del 
suelo (Lee y Pankhurst 1992). Adicionalmente, algunos autores mencionan que lo 
que más afecta a la población microbiana del suelo, tanto en su cantidad como en su 
actividad y en sus relaciones poblacionales es el cambio de la cobertura vegetal 
nativa por una cobertura de cultivos o de pastos (Jaramillo 2002). Se presume que 
los sistemas de manejo orgánico y convencional no influenciaron totalmente sobre la 
composición y diversidad de las comunidades microbianas de bacterias y hongos de 
los suelos en estudio. 
No obstante, aunque no exista diferencias estadísticamente significativas en la 
composición y diversidad en hongos y bacterias en cultivos de cacao y café de los 
suelos bajo los dos sistemas de manejo, no se afirma que las dos comunidades 
microbianas sean exactamente idénticas en  composición y diversidad, ya que en 
este estudio no se ha analizado a nivel de UTO (unidades taxonómicas 
operacionales). Es decir, puede aparentar que el cultivo orgánico y convencional 
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tengan la misma diversidad, pero no se sabe que tipos de microorganismos estén 
presentes en esos suelos, pudiendo ser microorganismos patógenos, benéficos, 
antagonistas, oportunistas, etc. 
Los resultados conseguidos de los análisis físico-químicos, también muestran  la 
ausencia de diferencias significativas entre los sistemas de manejo orgánico y 
convencional del suelo. En relación con esto, Shannon et al. (2002) también reportan 
que no existen diferencias significativas en estas propiedades en comparación a los 
dos sistemas de manejo. Sin embargo, Van Diepeningen et al. (2006), mencionan 
que el tipo de suelo influyó en los niveles de pH, y carbono orgánico, número de 
bacterias oligotróficas y de diferentes grupos de nematodos, así como en diferentes 
índices de diversidad.  
Por otro lado, en nuestra investigación se observó que el porcentaje de materia 
orgánica  fue alto para los dos sistemas de manejo, pudiendo tener un impacto 
beneficioso en el suelo, mejorando la estructura, porosidad, pH, densidades, 
fertilidad, la capacidad de Infiltración, y humedad del suelo, favoreciendo las 
condiciones para la vida microbiana en el suelo (Reganold et al. 2010) además, 
pudiendo explicar la similaridad en la diversidad y composición de la vida microbiana 
es estos suelos. 
Es posible que otros factores climáticos y edáficos no tomados en cuenta para esta 
investigación sean los que también intervengan en la composición y diversidad de 
las comunidades microbianas y en las propiedades físico-químicas de los suelos. 
De este modo, nuestra investigación y datos obtenidos no apoyan la hipótesis 
planteada, ya que no existen diferencias estadísticamente significativas en la 
diversidad y composición de las comunidades microbianas en los cultivos de cacao y 
café bajo sistemas de manejo orgánico y convencional. 
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9.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
El análisis general en este estudio no mostró diferencias estadísticamente 
significativas, a nivel de índices de diversidad, índices de composición o 
agrupamiento; ni en los análisis físico-químicos de los suelos en los dos sistemas de 
manejo. No obstante, se desconocen agrupaciones más específicas a nivel de 
unidades taxonómicas operacionales en las comunidades microbianas del suelo, ya 
que con esto se podría observar si existe alguna tendencia de agrupación por alguna 
variable en estudio. 
Esta investigación constituye un aporte parcial al conocimiento de la diversidad y 
composición en los cultivos de cacao y café bajo los sistemas de manejo orgánico y 
convencional. Por lo tanto, se recomienda extender la investigación a nivel 
taxonómico. Además, se recomienda seleccionar sitios de cultivos con un manejo 
mayor de 5 años, ya sea orgánico y convencional, de preferencia con certificaciones 
de manejo. 
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11. ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 1: Café Orgánico Yunguilla 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 2: Café Convencional Yunguilla 1 
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Anexo 3: Café Orgánico Guachapala – Romeral 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 4: Café Convencional Guachapala - Romeral 
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Anexo 5: Café Orgánico Yunguilla 2 
 
 
 
 
Anexo 6: Café Convencional Yunguilla 2 
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Anexo 7: Cacao  Orgánico Tamarindo 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 8: Cacao Convencional Tamarindo 1 
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Anexo 9: Cacao Orgánico Naranjal 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
Anexo 10: Cacao Convencional Naranjal 
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Anexo 11: Análisis físicos de los suelos 1 
  
Anexo 12: Análisis físicos de los suelos 2 
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Anexo 13: Electroforesis en gel de agarosa 
 
 
 
 
 
 
